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巳日
 内在あるいは外来の基質を利用して呼吸を営む癌細胞にグルコースを添加すると,強力な解糖
 反応が発動して呼吸は柳制される。これはCrabtree効果として知られた癌細胞に特徴的な代
 謝調節の現象であるが,その機構の詳細は未だ明かにされていない。著者はこの機構を解明する
 目的で,主として,1七でラペルしたコハク酸の酸化を指標として,解糖反応の進行が呼吸系に及
 ぼす効果を解析した。
 C£を含ま左いPHZ4のKrebs-Ringer燐酸緩衝液(KRP、に浮遊させたエールリヒ腹水
 亨」衙細胞をて0初M「1.4』14C〕～あるレ・はr2,5-14C〕コハク酸とインキュベートすると,コ
 ハク酸は醍化さわ.て14C〔}偽生成が,見らカるが,こ1ハ系に更に10卿Mグルコースを添加すると,
 1,4-14CO2の強い促進が.兇られ,これに反して,呼吸と2・5-1bら生成は弥ぐ陶害された。
 1,4-1㌔%の促進は・上記緩衝液の代りに'緩衝力が強い繹衛液(“modi∬eゴKRP〕を用いろ
 と発現し支いので,裂酸産生のためのpH低下に駕因する事が明かである。こカに反して,グル
 コース添加による2,5-1㌔0。生成の阻害は,呼吸の抑制と同様に,mod.KRP中では却って増強
 さナ1,Crabむree効果を解放する事が知らナ1ている0.1初M・ハ2,4一ジニト・フェノール(D
 NP)添加で,はじめて除去された。従って解糖反応による呼吸阻害と密接に関連した現象であるo
 pHZ4で,1,4-14Gら,2,5～14cq生成でみたコハク融々化の速度は,メデイアムのコハク
 爾濃度に依存し,その上昇と共に(2.5加M→20忽{)直線的に増加する。同様∩実験をPH6.6で
 行うと,1,4-14CO2は濃唐依存性を傑持したま、で,PHZ4の場合の・5}6倍に促進さカた。この
 く
 促進は,とれに見合う細胞酸素消費`ハ増加や,Cのとりこみでみたクェン酔回路諸中間体レベ
 ルの上昇を伴ってかり,従って,コハク融の細胞ヘハとりこみ速度の増大によるものと判断され
エ エイ
 る。屯しそうであわば・1,4-CO2生成と共に・2,ろ一CQ2生成も促進さわるはずであるが,
 出駕はコハク酌の比較的低濃度で(25切M)促進がみら煮たのみで,高濃度では(5瑠副募E)濃度
1414
 上昇によろ増加を示さなかった。この場合「1,4-C〕コハク酔からのeのとりこみ量でクエ
 ン酸回路諸中間体のレベルをしらべると,ピルビン酔とα一ケトグルタル酸の著明な上昇がみら
 ユそ
 れ,2,ろ一σ02生成の相対的な阻害は,ピルビン酸及び寵一ケトグルタル酸の脱水素酵素
 系の阻害によるものと推定された。この様な2・5-14eo生成の相対的な阻害はa1初期DNP2
 添加でピルビン酸・α一ケトグルタル酸レベルの低下を伴って完全に除去される事,P亘46でし
 かもコハク酸の比較的高濃度での参観察されること,及びマロン酸でコハク酸脱水素酵素を阻害
 すると〔1-1㌔〕ピルビン劒勃14e。2生成が撤するという武田らの成勧ら,コー鍛→フ
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 懲}
 マル酸の間の流量の増大に基因するものと考えられる。
 次にグルコース添加によって2,5-1㌔02生成が阻害さカる機構であるが,この阻害がD盈P添
 加で解放される事を利用し,mod.KRP中DN願匠添加系と添加系で,クエン酸回路諸中間体ハレ
 エる
 ベルを比較した所'DNP添加によ砺2・5-O傷阻害の回復に伴って'ピルビン酸レベルの低
 下と舛ン酸レベルの糊杜昇と醜められ,グノレコース添加による2,ト1垣生成の階
 がピルビン酔からのクエン酸生成の阻害に起因する事が明らかとなった。
 以上の結果を総括すると,エールリヒ繕細胞にむいて,1,4-1㌔9生成は,コハク酔の細胞へ
 のと1淀み速度により,2,3-1`Gq生成はピノレビン岬党水素再糠系の活趨τよ1概定されるとし・
 うコハク酸の基本的な代謝パターンが推定さナ1る。メデイアムとして緩衝力の弱いKRPを用いた
ロ
 とき,グルコース添加がピルビン酸脱水素酵素の活性を低下させ・2,5・一CO2生成を阻害した
 な
 にも拘らず1,4-eら生成を却って促進した事実は・この条件でコハク酔腰水素酵素系には見
 るべき阻害が無い事を示してかり,従って,グルコース添加により発動する呼吸系の阻害は,全
 ての脱水素酵素系に一様に同じ程度にかかるものとは考えら力支い。そこで,グルコースによる
 エく
 呼吸阻害が選択的にかかるステップを更に一一層明確にする目的で,c一グルコースを基質とし
 1垂14
 ・て実験を行った。グルコース呼吸,とr6-G〕グルコースから(ハCO2生成でみたクエン酸回路経
 由のグルコース融化は,0.1πMDNP添加によって強ぐ促進されたが,この様な条件下で,クエン
 酸及びコハク酌レベルの選択的上昇が月、られた。コハク塑レベルの同時上昇は,ピルビン憩から
 のクエン酸生成反応のDNPによる促進が,クエン酸合成酵素でなぐ,ピルビン酸脱水素酵素系
 の活性上昇に基因することを推定させた。
 以上の実験結果から,Crabtree効果はクエン酸回路及ぴ近傍の脱水素酵素のうち,ピルビ
 ン酸脱水素酵素系に特に強ぐ発現ナることが厳ぼ明らかである。解糖反応の進行にもとづぐピル
 ビン酸脱水素酵素系阻害の機構は未だ明らかでないが,従来考えられて来たATPの他に,解糖
 系で発生する電子の逆流によって生じたNADHも可能な要因であると考えられる。ピルビン酸
 酸化速度の増減につれて上下するクエン酸のレベルが,解糖系にむける最重要の調節酵素である
 フオスフオフルクトキナーゼの強力な阻害要因である事を考え合わせると,両酵素系の相対的な
 活性比が細胞に沿けるPa8te旦r及びCrabtree効果発現の程度を規定しているものと考
 えられる6
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 審査結果の要旨
 この論文にむいて著者1づ.,痙縮陶にぼとんど特歓的に出現ずるCrabtfee効果の悌構を
 Ebr■ich腹水癌細胞を用いて解明し.七・)とした。Crab七ree効・果とは,解糖に工って呼
 吸が抑制される現象で,その解明は,癌細駒エネルギー代謝の特異性や・宝物翌:的意義を明かにす
 る上できわめて電要介課題と.思われるが,満足すべき解決疑左されていなかった。著者が試みた
 了ブローチの特徴は,呼吸基質のひとつであるコハク酸を属Cで標識しこれを使用して抑制さ
 れた呼吸内容の解析を行った、点で,この結果,ずて冗税水素酸素レベルで抑制のかかり方処酵素
 による相違が存在+ることが岡かにされた。ずたわち,ビルピン酸脱水素酵素には貿石弼回廻書ン餌
 認められる条件でコハク駿脱水素酵棄にけ景るべ姦阻害がをい。この成績をもとにして著者ほさ
 ら疋,Grdbも・ree効果の本態についてぜ、,通来より雌んだ解釈を禰出してレ・る。それけ,解
 寧言縄筋西語素で煮るPbOsτ)じofructOkinaseと呼唱:i覇節所蓬裏で.あZ}ヒrノレビン毒魚運屯ガ(竃酋景無
 との拮抗という考え方である。著者ほ粛た,以.との駕験結果と結論とを道き出す一室,i∈鰹実・験として
 pHの低下がコハク酸代謝にむよ突ナ影響を∫自発したが,ここでも猛来二不綴でもつをpH低下に
 よるコハク酸酸化の促}亀が,…秀過度の1潜伏〔1て中来ナ夏〕ことを実験的1て読ヨ『した。
 以.Eの諸点から,本論文ほ営伊を授与ナ』るに∫『耐㌧る睾、Dと判宗ずる。
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